MicroRNA-196a-5p 对 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 和 分 化 的 影响 
效应 ! 
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摘要 目的 : KR miR-196a-5p 对 小 自前 体 脂 肪 细胞 增殖 、 分 化 的 影响 及 其 潜在 的 分 子 机 制 。 
Aik: OH) RACHA, RT-PCR 检测 脂肪 组 织 中 miR-196a-5p RAZ; @ 鸡 尾 酒 法 诱 
导 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 ，RTPCR 检测 分 化 过 程 中 miR-196a-5p 的 表达 变化 ; OAM 
miR-196a-5p mimics 和 inhibitors 转 染 3T3-L1 细胞 ,以 CCK8, EdU 试剂 金 检测 miR-196a-5p 
对 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 的 影响 作用 ;运用 油 红 O 染色 、 甘 油 三 酯 测定 评估 miR-196a-5p 
对 3T3-L1 细胞 分 化 的 影响 ; @RTPCR 检测 miR-196a-5p 对 前 脂肪 细胞 增殖 、 分 化 相关 基因 
的 影响 ; © 结合 前 人 文献 ， 运 用 生物 信息 软件 、 荧 光 素 酶 报告 系统 对 miR-196a-5p 调控 脂 
肪 细胞 分 化 的 靶 基 因 进 行 筛选 和 验证 。 结 果 : (DmiR-196a-5p 在 肥胖 小 所 脂肪 组 织 中 高 表达 ， 
在 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 过 程 中 先 升 高 后 下 降 ; 四 与 阴性 对 照 组 相 比 ，mimics 转 染 抑 制 了 
3T3-L1 细胞 增殖 ，inhibitors 转 染 促 进 了 3T3-L1 细胞 增殖 ; © 与 阴性 对 照 组 相 比 ，mimics 
组 积累 了 大 量 油 红 着 色 的 脂 滴 ， 甘 油 三 酯 含量 增多 ; m inhibitors 组 的 脂 滴 少 而 小 ， 甘 油 三 
酷 含 量 相对 降低 ; 图 与 阴性 对 照 组 相 比 ,mimics 转 染 抑制 了 增殖 标志 基因 Cyclin DI, Cyclin 
E. CDK2 和 CDK4 表达 ,促进 了 分 化 标志 基因 PPARy, C/EBPa,LPL,aP2 等 的 表达 ;inhibitors 
转 染 则 表现 出 与 mimics 转 染 相反 的 作用 ; (BmiR-196a-5p 可 显著 抑制 野生 型 M4P4K3 和 
MAPKI 3'UTR 荧光 素 酶 活性 ,而 突变 绑 定 位 点 可 废除 该 抑制 效应 。 结论: miR-196a-5p 不 仅 
可 抑制 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 ， 还 可 促进 其 诱导 分 化 、 沉 积 脂 滴 ; miR-196a-5p 可 能 通过 
靶 向 调节 MAP4K3 fe MAPKI RAN 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 。 
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Abstract 

Objective: To investigate the effect of miR-196a-5p on proliferation and differentiation of mouse 
adipocyte, and explore its potential molecular mechanisms. Methods: (D Utilizing RT-PCR, 
miR-196a-5p expression levels in adipose tissues from obese or normal mice were measured; @), 
The miR-196a-5p expression level during preadipocyte differentiation were measured by RT-PCR 
method, after 3T3-L1 cells were induced to differentiate by cocktail method; (3) After 
miR-196a-5p mimics or inhibitors were transfected into 3T3-L1 cells, CCK8 and EdU detection 
were performed to evaluate the effect of miR-196a-5p on its proliferation; @measuring the effect 
of miR-196a-5p on 3T3-L1 cells differentiation by Oil red O staining and triglyceride assay; (5) 
detecting the effect of miR-196a-5p on the expression levels of 3T3-L1 cells proliferation and 
differentiation related genes; (6) based on previous reports, using bioinformatics and luciferase 
reporter assays to identify targets that miR-196a-5p regulates preadipocyte differentiation. Result: 
(DmiR-196a-5p not only were highly expressed in adipose tissues of obese mice, but also were 
expressed dynamically during 3T3-L1 cells differentiation; @ when compared with negative 
control, mimics transfection inhibited 3T3-L1 cells proliferation, inhibitors transfection promoted 
its proliferation ; ® when compared with negative control, mimics or inhibitors transfection 
increased or decreased lipid accumulation and triglyceride content, respectively; (4) when 
compared with negative control, mimics transfection repressed proliferation related markers 
(Cyclin DI, Cyclin E~ CDK2 and CDK4) and promoted differentiation related markers (PPARy. 

C/EBPa ~ LPL and aP2), however, inhibitors transfection had an opposite effect than that of 
mimics transfection; (5) the miR-196a-5p mimics significantly suppressed a luciferase reporter 
gene whose expression was regulated by the mouse MAP4K3 and MAPK] mRNA 3’-UTR, 
whereas mutation of the miR-196a-5p binding site in murine MAP4K3 and MAPKI 3'-UTR 
completely abolished this response. Conclusions: miR-196a-5p might inhibit 3T3-L1 


preadipocyte proliferation, and enhance its differentiation. The regulation of preadipocyte 
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differentiation may be mediated by targeting MAP4K3 and MAPKI. 
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当前 ， 肥 胖 已 成 为 全 球 性 健康 问题 。 大 量 研究 表 明 ， 肥 胖 或 超重 直接 威胁 人 
类 健康 ， 其 可 显著 增加 诸如 I 型 糖尿 病 、 胰 岛 素 抵抗 、 心 血管 疾病 、 慢 性 炎症 、 
脂肪 肝 等 疾病 的 患 病 几 率 L31。 日 常 能 量 报 入 过 多 或 机 体 代谢 障碍 造成 的 脂肪 组 
织 过 度 积累 被 认为 是 肥胖 或 超重 形成 的 主要 原因 和 内， 深入 研究 脂肪 形成 和 脂 质 代 
谢 的 分 子 机 制 有 助 于 人 类 预防 和 治疗 肥胖 相关 疾病 。 

MicroRNAs (miRNAs) 是 一 类 长 度 约 为 18-24nt 的 单 链 非 编码 小 RNA 分 子 ， 
可 通过 种 子 序列 与 其 丢 mRNAs 的 3"- 非 编码 区 (3'UTR) 特异 性 结合 ， 在 转录 后 
水 平 调控 丢 基 因 ， 从 而 介 导 细胞 增殖 、 凋 亡 、 分 化 等 复杂 的 生物 学 过 程 571。 近 
年 来 ， 通 过 高 通 量 测序 技术 鉴定 了 大 量 与 脂肪 发 育 相 关 的 miRNAsE10。 功 能 分 
析 发 现 , miRNAs 在 脂肪 形成 及 脂 质 代谢 过 程 中 扮演 重要 角色 。 如 Karbiener FU 
RIL miR-27b 通过 直接 衣 向 PP4R) 抑 制 脂肪 细胞 分 化 ;Peng 等 52] 报道 miR-224 
不 仅 可 负 向 调节 脂肪 细胞 早期 分 化 过 程 且 可 参与 脂肪 酸 代 谢 调控 ，Lv 等 03 证 明 
miR-129-5p 可 通过 负 向 调节 G3BP1 抑制 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 。 已 有 的 证 据 
表明 miR-196a-5p 广泛 参与 生物 学 过 程 调控 ， 如 介 导 膀胱 癌 细 胞 凋 亡 、 促 进 胶 质 
瘤 恶化 及 调节 胚胎 干细胞 自我 更 新 04494。 然 而 ， 未 有 研究 报道 miR-196a-5p 是 否 
介 导 脂肪 形成 。 小 鼠 3T3-L1 前 脂肪 细胞 是 研究 脂肪 发 育 的 经 典 细胞 模型 。 本 文 
以 3T3-L1 细胞 为 研究 载体 ， 由 在 探究 miR-196a-5p 在 脂肪 细胞 增殖 、 分 化 过 程 
中 的 作用 ， 并 初步 探究 其 分 子 机 制 。 


1 材料 与 方法 
1.1 脂肪 组 织 采 集 

12 只 从 达 硕 生物 科技 公司 成都， 中 国 〉 购买 的 同 批 次 6 周 龄 雄性 昆明 鼠 
被 分 作 两 组 , 在 相同 饲养 条 件 下 , 分 别 饲 喂 高 脂 日 粮 CHFD ) 和 正常 日 粮 CNCW )。 
16 周 后 ， 脱 颈 处 死 小 鼠 ， 并 迅速 采集 性 腺 脂肪 、 腹 股 沟 脂 肪 及 肾 周 脂肪 置 于 液 
氮 。 随 后 ， 样 品 被 转移 至 -80C 保 存 。 本 试验 的 所 有 动物 实验 都 经 过 了 四 川 农 业 


大 学 动物 科技 学 院 实验 动物 护理 和 使 用 委员 会 的 批准 。 


1.2 细胞 培养 

置 于 含 10% 胎 牛 血 清 (FBS, Gibco, 美国 ) 的 DMEM 高 糖 培 养 基 (Gibco) 
中 小 鼠 3T3-L1 前 脂肪 细胞 (中 科 院 干细胞 库 ， 上 海 ， 中 国 ) 在 37'C、5%C0， 
的 细胞 培养 箱 中 培养 。 当 培养 瓶 中 的 细胞 密度 达 80% 时 ， 细 胞 被 胰 酶 消化 并 接 
种 于 124085 2512 了 扎 板 细胞 密度 达 70-80% 时 ， 将 增殖 培养 液 (DMEM+10% 
FBS) 替换 为 诱导 液 (DMEM+10%FBS+1.7umoVL 胰岛 素 +1pmolL 地 塞 米 松 
*0.5umol/L IBMX); 3 天 后 ,将 诱导 液 蔡 换 为 维持 液 (DMEM+10%FBS+1.7hmol/L 
RRA); 3 天 后 ， 维 持 液 被 蔡 换 为 增殖 培养 液 ， 直 至 实验 结束 。 胰 岛 素 地 塞 米 
松 及 IBMX 均 购 自 Sigma AA) (EE, FED). 


1.3 细胞 转 染 

根据 试剂 操作 说 明 ， 用 Lipofactamine 2000 (Invitrogen, 美国 )， 对 置 于 96 
空 板 或 12 空 板 、 密 度 达 到 实验 要 求 (增殖 实验 为 30-40%, 分 化 实验 为 70-80%) 
的 3T3-L1 细胞 分 别 转 染 由 广州 锐 博 生物 公司 设计 和 合成 的 miR-196a-5p mimics 
C 浓度 50 nM, 产品 FH 号 miR20000518-1-5 


5’-UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG-3’), inhibitors (浓度 100 nM， 产 品 编号 
miR20000518-1-5; 5’- CCCAACAACAUGAAACUACCUA-3'), negative control 
CNC, iK B 50 nM, 7° m fa 5 miR01201-1-5 和 miR02201-1-5 ; 5'- 
UUUGUACUACACAAAAGUACUG-3' ; 
5-CAGUACUUUUGUGUAGUACAAA 39. f£ 12 小 时 后 , 更 换 新 细胞 培养 基 。 
为 了 确保 miR-196a-5p mimics 和 inhibitors KF YR, FOYLE 2 天 执行 一 次 。 


1.4 CCK8 与 EdU 检测 

根据 操作 说 明 书 ， 置 于 增殖 培养 液 中 、 密 度 达 30-40%、 接 种 于 96 孔 板 的 
3T3-L1 细胞 被 分 别 转 染 miR-196a-5p mimics (50 nM). inhibitors (100 nM) 和 
negative control (50 nM)。 随 后 ， 根 据 CCK 增殖 检测 试剂 盒 〈 得 云天 ， 上 海 ， 
中 国 ) 操作 说 明 ， 分别 检测 转 染 后 0、12、24、48、72 小 时 Ch) 的 3T3-L1 细胞 


增殖 情况 。 有 具体 操作 为 : 每 孔 被 处 理 的 细胞 中 加 入 104L CCKS 溶液 ， 细 胞 培养 
箱 中 继续 孵育 1.5 小 时 后 , 利用 酶 标 仪 在 450nm 波长 处 测定 其 吸光 值 。 对 于 EdU 


H 
曾 殖 分 析 ， 每 孔 被 转 染 24 小 时 的 3T3-L1 细胞 继续 以 10 uM EdU 溶液 旷 育 10 小 
时 ， 随 后 根据 EdU 试剂 盒 (产品 编号 C10310-3) 操作 说 明 检 测 EdU 标记 的 新 生 
成 细胞 。 上 述 实验 中 ， 每 个 处 理 组 的 每 个 时 间 点 均 设 置 6 个 重复 ， 最 终 的 EdU 
相关 图 片 由 Olympus IX53 交 光 显微镜 (Olympus; Tokyo, Japan) 获 取 。 
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1.5 油 红 O 染色 

油 红 O 染色 操作 步骤 : 1) 先 用 PBS 清洗 分 别 转 染 miR-196a-5p mimics, 
inhibitors, negative control 且 诱 导 分 化 8 天 的 3T3-L1 细胞 ， 随 后 于 室温 下 用 4% 
多 聚 甲醛 固定 30 分 钟 ，2) APSARA, PBS 清洗 3 td, BH 5 分钟 ， 之 后 用 
油 红 O 工作 液 于 室温 下 孵育 细胞 ; 3) 1 小 时 后 ，PBS 清洗 3 遍 ， 每 遍 5 分 钟 ， 
最 后 每 孔 加 入 300uL PBS 将 油 红 着 色 后 的 细胞 覆盖 , 于 显微镜 下 观察 、 拍 照 。4) 
为 了 间接 测定 甘油 三 酯 含量 ， 拍 照 结束 后 的 每 孔 细 胞 加 入 200hL JS EAE HY 
脂 滴 结合 的 油 红 O， 随 后 用 酶 标 仪 于 510nm 波长 处 测定 其 吸光 值 。 
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1.6 实时 荧光 定量 PCR 
用 Trizol 法 提取 根据 实验 设计 处 理 结束 后 的 细胞 或 组 织 样 中 的 总 RNA (其 
中 ,细胞 样本 先 用 PBS 清洗 3 次 ); 取 lg RNA 使 用 Mir-XTM miRNA First-Strand 


Synthesis 试剂 盒 〈TaKaRa， 大 连 ， 货 号 1604342A). PrimeScript® RT reagent Kit 


with gDNA Eraer 试剂 盒 (TaKaRa, 货号 AK4002) 分 别 反 转 获取 miRNA, mRNA 
对 应 的 cDNA， 并 被 稀释 为 50 ng/uL。 随 后 ， 根 据 SYBR Permix Ex Taq Kit， 运 
用 CFX96 问 光 定量 仪 “Bio-Rad， 美 国 ) 检测 miR-196a-5p 及 相关 基因 。 最 后 ， 
以 B-actin、U6 分 别 作 为 miRNA, mRNA 内 参 ， 运 用 2^^Ct 方 法 计算 其 相对 表达 
。 所 用 引物 序列 见 表 1. 


地 


表 1. RT-PCR 引物 序列 


Table 1. The primer sequences used for qRT:PCR 


Gene Primer sequence (5 3) TM/'C 


PPARy F:CTCCAAGAATACCAAAGTGCGA 58.3 


Cyclin DI 


C/EBPa 


ELOVL6 


Cyclin E 


FAS 


aP2 


SREBP-Ic 


SCD 


LPL 


CDK2 


MAP4K3 


CDK4 


MAPKI 


miR-196a-5p 


U6 


R:GCCTGATGCTTTATCCCCACA 


F: GITTGCTGGAATTTTCGGGGT 


R: AGCGTCCCTGTCTICTTTCA 


F:CAAGAACAGCAACGAGTACCG 


R:GTCACTGGTCAACTCCAGCAC 


F:AAGCACGCTCTATCTCCTGTT 


R:CTGCGTTGTATGATCCCATGAA 


F: AGCCTCGGAAAATCAGACCA 


R: TCCTGTGCCAAGTAGAACGT 


F:TATCAAGGAGGCCCATTTTGC 


R:TGTTTCCACTTCTAAACCATGCT 


F: CGATCCCAATGAGCAAGTGG 


R: TGGGTCAAGCAACTCTGGAT 


F: GCAGCCACCATCTAGCCTG 


R: CAGCAGTGAGTCTGCCTTGAT 


F: TTCTTGCGATACACTCTGGTGC 


R: CGGGATTGAATGTTCTTGTCGT 


F:TGGCGTAGCAGGAAGTCTGA 


R:TGCCTCCATTGGGATAAATGTC 


F: CCCTTCCCAAAGCCCTTTTC 


R: GAAGAGGGGAAGAAGCTGGT 


F: AGAAATCCTTACACGGGCCA 


R: CCAGCATCTCAAACATCCGG 


F: GTCAGTTTCTAAGCGGCCTG 


R: CACGGGTGTTGCGTATGTAG 


F: GAGGGGTTGGTGTGAGATCA 


R: CCCATCCACCAGACAGCTTA 


UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG 


F:CTCGCTTCGGCAGCACA 


60.0 


60.0 


60.0 


54.3 


60.0 


R:AACGCTTCACGAATTTGCGT 


F:TGGAATCCTGTGGCATC CATGAAAC 60.0 
f-actin 
R:TAAAACGCAGCTCAG TAACAGTCCG 


TE: F 代表 上 游 引 物 序列 ; R 代表 下 游 引 物 序 列 ; TM 代表 退火 温度 ， U6. f-actin 分 别 做 miRNA, mRNA 


的 内 参 基因 。 


1.7 荧光 素 酶 报告 基因 实验 

野生 型 (WT-MA4PK1, WT-MAP4K3) 或 突变 型 CMut-MAPKI, Mut-MAP4K3) 
MAPKI1 All MAP4K3 的 3UTRs 均 由 成 都 擎 科 生 物 设计 和 构建 .利用 Lipofactamine 
3000, miR-196a-5p mimics 或 negative control 与 1) WT-MAPKI 或 Mut-M4PK7; 


2) 分 别 将 WT-MAP4K3 或 Mut-M4P4K3 共 转 染 入 密度 为 80% HY 3T3-L1 细胞 。 
24 小 时 后 ， 根 据 Dual-Luciferase Reporter Assay System 试剂 盒 (Promega， 美 国 ) 
操作 说 明 ， 对 细胞 荧光 素 酶 活性 进行 检测 。 其 中 ， 相 对 殉 光 苏 酶 活性 = 莉 火 虫 葡 
光 素 酶 / 海 骨 效 光 素 酶 ， 每 个 处 理 设置 5 个 重复 。 


1.8 数据 统计 
实验 数据 采用 SPSS 22.0 软件 进行 Student's t-test 分 析 ，P<0.05 为 差异 具有 
统计 学 意义 ; 所 有 结果 均 用 平均 值 + 标 准 差 (Mean t SD) 表示 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 miR-196a-5p 在 肥胖 小 鼠 脂 肪 组 织 中 高 表达 

检测 miR-196a-5p 在 肥胖 或 正常 小 鼠 不 同 脂 肪 组 织 中 的 表达 量 差异 情况 ， 
RT-PCR 结果 显示 ， 与 正常 小 鼠 相 比 ，miR-196a-5p 的 表达 水 平 在 肥胖 小 鼠 性 腺 
脂肪 、 腹 部 皮下 脂肪 及 肾 周 脂肪 中 均 显 著 高 表达 。 其 中 ，miR-196a-5p 在 肥胖 小 
鼠 和 正常 小 鼠 腹 股 沟 脂 肪 组 织 中 的 表达 差异 最 大 ， 达 7 倍 [图 1]。 这 部 分 结果 暗 
示 miR-196a-5p 可 能 与 脂 质 生成 相关 。 
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到 1 miR-196a-5p 在 肥胖 小 鼠 脂 肪 组 织 中 高 表达 


Fig. 1 miR-196a-5p highly expressed in adipose tissues of obese mice 
RT-PCR measured the expression of miR-196a-5p in adipose tissues including gonadal fat (g-Fat), inguinal fat 


(i-Fat) and perirenal fat (p-Fat) from HFD- and NCW-fed mice. * p < 0.05; ** p « 0.01. 


2.2 miR-196a-5p 在 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 过 程 中 的 表达 变化 

用 鸡尾酒 法 诱导 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 , 随后 分 别 检测 分 化 第 0、2、4、6、 
8 天 miR-196a-5p 的 表达 变化 。 结 果 显 示 , 从 分 化 第 0 天 到 分 化 第 4 天 , miR-196a-5p 
的 表达 量 呈 逐渐 上 调 趋势 , 并 在 第 4 天 达到 峰值 。 其 中 ,与 0 天 相 比 , miR-196a-5p 
的 表达 在 第 2 天 上 调 1.9 倍 , 在 第 4 天 上 调 10.3 倍 。 分 化 第 4 天 后 , miR-196a-5p 
的 表达 水 平 迅速 下 降 ， 并 最 终 在 第 8 天 维持 与 第 0 天 相似 表达 水 平 [图 2]。 


Fold change of miR-196a-5p 


2 miR-196a-5p 在 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 过 程 中 的 表达 


Fig. 2 The expression of miR-196a-5p during 3T3-L1 preadipocyte differentiation. 
RT-PCR measured the expression levels of miR-196a-5p at day 0, 2, 4, 6, 8 of preadipocyte differentiation. * p < 


0.05; ** p « 0.01. 


2.3 miR-196a-5p 抑制 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 

用 脂 质 体 lip2000 分 别 将 miR-196a-5p mimics, inhibitors. negative control 
转 染 入 增殖 期 的 3T3-L1 细胞 。48 小 时 后 ， 检 测 各 组 中 miR-196a-5p 的 表达 量 。 
结果 显示 , 与 对 阴性 对 照 组 相 比 , mimics 组 的 miR-196a-5p 表达 量 增加 了 5.3 fi, 
inhibitors 组 的 miR-196a-5p 表达 量 减 少 了 62.496, XH miR-196a-5p mimics 和 
inhibitors 分 别 增加 或 抑制 了 3T3-L1 细胞 内 miR-196a-5p 的 表达 量 [图 3(a)] 。 随后 
运用 CCK8、EdU 试剂 盒 检测 miR-196a-6p 对 3T3-L1 细胞 增殖 的 影响 。CCK8 
检测 显示 : 与 阴性 对 照 组 相 比 ， 过 表达 miR-196a-5p 在 处 理 后 第 24h、72h 显著 
减少 了 3T3-L1 细胞 增殖 ， 在 处 理 后 第 48h 极 显 著 地 减少 了 其 增殖 ;相反 ， 抑 人 
miR-196a-5p 在 处 理 后 第 24h 显著 促进 了 3T3-L1 细胞 增殖 ， 在 处 理 后 48h、72h 
极 显 著 地 促进 了 其 增殖 [图 3(b)]。EdU 检测 显示 : 与 阴性 对 照 组 相 比 ， 过 表达 
miR-196a-5p 可 显著 降低 EdU 阳性 细胞 比率 ,抑制 miR-196a-5p 可 显著 增加 EdU 
阳性 细胞 比率 ， 表 明 过 表达 或 抑制 miR-196a-5p 可 分 别 减 少 或 增加 新 生成 的 
3T3-L1 细胞 数目 [图 3(c-d)]。 为 进一步 确认 上 述 结果 ， 又 检测 了 细胞 增殖 标志 基 
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的 表达 变化 。 结 果 显 示 ， 与 阴性 对 照 组 相 比 ， 过 表达 miR-196a-5p 显著 抑制 了 


Cyclin DI, Cyclin E~ CDK2 和 CDK4 的 表达 水 平 ， 相反 ， 抑 人 
著 增 加 了 其 表达 水 平 [图 3(e)]。 上 述 结果 表明 : miR-196a-5p 可 抑制 3T3-L1 细胞 


增殖 。 


3T3-L1 cells were transfected with miR-196a-5p mimics, inhibitors, or negative control (NC). (a) Expression 


levels of miR-196a-5p measured by RT-PCR. Effects of the miR-196a-5p mimics, inhibitors and control on 
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图 3 miR-196a-5p 抑制 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 


Fig. 3 miR-196a-5p inhibited 3T3-L1 preadipoyte proliferation 


Hl] miR-196a-5p 显 


3T3-L1 cells proliferation were determined by (b) CCK-8 and (c-d) Edu assays. RT-PCR measured the expression 


levels of Cyclin D1, Cyclin E, CDK2 and CDK4. * p < 0.05; ** p < 0.01. 
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2.4 miR-196a-5p 促进 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 

再 进一步 研究 miR-196a-5p 对 3T3-L1 前 脂肪 细胞 诱导 分 化 为 成 熟 脂肪 细胞 
的 影响 。miR-196a-5p mimics, inhibitors 转 染 效率 如 图 4(a) 所 示 。 结 果 表 明 : 与 
阴性 对 照 组 相 比 ，mimics、inhibitors 转 染 可 分 别 增加 或 抑制 处 于 分 化 期 3T3-L1 
细胞 的 miR-196a-5p 表达 。 对 转 染 、 诱 导 分 化 第 8 天 的 细胞 进行 油 红 O 染色 发 现 : 
与 阴性 对 照 组 相 比 ，mimics 组 细胞 分 化 迹象 明显 ， 脂 滴 多 而 大 ; 相反 ，inhibitors 
组 细胞 分 化 被 减弱 ， 脂 滴 少 而 小 [图 4(b)]。 甘 油 三 酯 含量 检测 也 呈现 相似 结 
与 阴性 对 照 组 相 比 ，mimics 组 甘油 三 酯 含量 显著 增多 ，inhibitors 组 甘油 三 脂 含 
量 极 显著 减少 [图 2(c)]。 为 了 进一步 验证 上 述 结果 ， 再 检测 了 脂肪 特异 性 基因 
PPARy, C/EBPa, LPL. aP2, SCD, ELOVL6, SREBPI, FAS 的 表达 水 平 。 结 


显示 : 与 对 照 组 相 比 ， mimics 组 的 PPARy. C/EBPa, LPL. aP2. SCD, ELOVL6, 
SREBPI. FAS 表达 量 分 别 增加 4.6 fii. 4.2 倍 、2.1 倍 、3.6 倍 、2.4 倍 、2.8 fi. 

2.45 倍 、2.89 倍 ;inhibitors 组 相应 基因 的 表达 量 分 别 减少 了 71.6%、64.8%、35.2%、 
46.5%、40.3%、33.7%、39.1%、46.8%， 表 明 过 表达 miR-196a-5p 可 促进 脂肪 
特异 性 基因 的 表达 ， 抑 制 则 可 降低 脂肪 特异 性 基因 的 表达 [图 2(d)]。 
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图 4 miR-196a-5p 促进 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 


Fig. 4 miR-196a-5p promoted 3T3-L1 preadipocyte differentiation 
(a) qRT-PCR measured the expression levels of miR-196a-5p after transfection with the mimics, inhibitors or 
negative control (NC). (b) Transfected and differentiated cells stained with oil red O. (c) Triglyceride content 
measured by spectrophotometric analysis. (d) RT-PCR determined the expression levels of markers related 
adipocyte differentiation. * p < 0.05; ** p < 0.01. 
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2.5 miR-196a-5p 调控 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 的 靶 基因 鉴定 

用 TargetScan 7.1 在 线 软件 预测 miR-196a-5p 的 潜在 靶 基 因 ， 发 现 MAPAK3 
3'UTR 的 第 1026-1032 位 碱 基 [ 图 5(a)]、MAPK1 3'UTR 的 第 435-442 位 碱 基 [图 5(b)] 
与 miR-196a-5p 的 种 子 序列 成 熟 体 序列 2-8 位 ) 完全 互补 配对 。 此 外 ,qRT-PCR 
分 析 发 现 ， 在 分 化 期 3T3-L1 细胞 中 过 表达 miR-196a-5p 可 显著 抑制 MAP4K3 和 
MAPKI 的 表达 ; 相反 ,抑制 miR-196a-5p 的 表达 可 显著 促进 MAP4K3 和 MAPKI 
的 表达 [图 5(c-d)]. ZA, Huang 等 0 和 黄 等 Q8I 已 经 证 明 MAPKI 可 抑制 3T3-L1 
前 脂肪 细胞 分 化 ,这 些 结果 暗示 MAP4K3 和 MAPK] 是 miR-196a-5p 调控 3T3-L1 
前 脂肪 细胞 分 化 的 潜在 靶 基 因 。 为 了 验证 miR-196a-5p 与 MAP4K3. MAPK] 的 
直接 刘 标 关系 ， 进 一 步 执行 了 双 荧 光 报 告 系 统 实验 。 如 图 $(e-D 所 示 ， 奖 光 素 酶 
活性 检测 结果 显示 : miR-196a-5p 可 显著 抑制 MAP4K3 Al MAPKI 的 3'UTR 926 
素 酶 活性 ， 而 当 结 合 位 点 被 突变 后 ， 其 抑制 作用 消失 。 
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Fig. 5 MAP4K3 and MAPKI were target genes of miR-196a-5p 


Sequence alignment of miR-204-5p with the 3’ UTR of mouse (mmu) MAP4K3 (a) and MAPKI (b) mRNA. The 
binding site and seed region of miR-196a-5p are indicated in red. Expression levels of MAP4K3 (c) and MAPKI (d) 
in transfected and differentiated cells were measured by RT-PCR. (e-f) A recombinant double fluorescent reporter 
plasmid containing the luciferase gene under the control of either the wild-type (WT) 3' UTR of MAP4K3 and 
MAPK], or a mutant sequence (MUT) were used to investigate the interaction of miR-196a-5p with the 3’ UTR of 
MAP4K3 and MAPKI mRNA. This assay revealed the repressive effect of miR-196a-5p on MAP4K3 and MAPKI 
activity. * p « 0.05; ** p « 0.01. 
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3 讨论 

已 经 证 明 miRNAs 可 在 转录 后 水 平 广泛 地 调节 基因 表达 , 从 而 介 导 复杂 有 序 
的 生物 学 过 程 ， 如 胚胎 干细胞 的 自我 更 新 、 肿 瘤 的 发 生 与 抑制 、 细 胞 增殖 、 细 胞 
分 化 及 细胞 凋 亡 等 0"20。 随 着 高 通 量 测序 技术 的 快速 发 展 ， 鉴 定 了 大 量 在 脂肪 发 
育 过 程 中 差异 表达 的 miRNAs。 功 能 分 析 表 明 ， 这 些 差异 表达 的 miRNAs 在 脂肪 
发 育 过 程 中 扮演 重要 角色 。 如 mi R-155 敲 除 小 鼠 可 以 上 调 棕 色 脂 肪 标志 基因 , WIR 
抗 高 脂 饲 料 诱 导 的 白色 脂肪 沉积 23; miR-145 可 促进 小 鼠 前 脂肪 细胞 增殖 ， 并 抑 
制 其 分 化 未 成 熟 的 脂肪 细胞 P3]; miR-199a-3p 可 通过 负 向 调节 SCD 的 表达 水 平 而 
调控 脂肪 细胞 分 化 及 脂肪 酸 组 成 多 。 本 研究 中 ， 通 过 构建 肥胖 小 鼠 模 型 来 检测 
miR-196a-5p 在 脂肪 快速 沉积 过 程 中 的 表达 变化 。 如 图 1 所 示 ， 与 饲 喂 正 常 日 粮 
的 小 鼠 相 比 ，miR-196a-5p 在 高 脂 日 粮 诱导 的 肥胖 小 鼠 脂 肪 组 织 中 显著 高 表达 。 
小 鼠 3T3-L1 前 脂肪 细胞 是 研究 脂肪 发 育 的 经 典 细胞 模型 。 大 量 研究 结果 表明 ， 
那些 在 3T3-L1 细胞 分 化 过 程 中 动态 表达 的 mi RNAs 往往 参与 了 脂肪 细胞 增殖 、 
分 化 的 调控 P3 3。 为 此 ， 检 测 了 3T3-L1 前 脂肪 细胞 诱导 分 化 后 miR-196a-5p 的 
表达 变化 。 结 果 显 示 ，miR-196a-5p 的 表达 量 在 分 化 过 程 中 先 上 调 后 逐渐 下 降 ， 
暗示 miR-196a-5p 在 脂肪 细胞 增殖 、 分 化 过 程 中 也 扮演 着 重要 角色 。 过 表达 实验 
或 抑制 实验 证 明 : miR-196a-5p 可 抑制 3T3-L1 前 脂肪 细胞 增殖 ， 促 进 其 分 化 及 
脂 滴 累积 ,脂肪 细胞 的 增殖 和 分 化 受到 许多 因子 的 调控 , 如 Cyclin D1 和 Cyclin E 
在 细胞 从 G1 期 进入 S 期 过 程 中 扮演 着 关键 作用 , 它们 主要 通过 调控 细胞 周期 依 
RZ CDK2.CDKA 推动 细胞 周期 由 G1 期 进入 到 S 时 期 ,进而 促进 细胞 增殖 Pe291。 
而 PP4Ry 和 C/EBPa 是 调控 脂肪 细胞 分 化 的 关键 转录 因子 ， 它 们 可 通过 靶 问 调节 
脂肪 酸 合成 、 转 运 相关 因子 ， 如 LPL、SCD、ELOVL6、SREBP1、FA4S 等 ， 促 进 
脂肪 细胞 分 化 、 沉积 脂肪 B0331。 符合 miR-196a-5p 功能 研究 结果 , 本 研究 RT-PCR 
检测 发 现 ，miR-196a-5p 可 抑制 细胞 增殖 调节 因子 Cyclin D1. Cyclin E、CDK2 
和 CDK4; 相反 ,促进 了 PP4Ry、C/EBPa、LPL、SCD、ELOVL6、SREBP1 等 脂 
肪 细胞 分 化 标志 基因 的 表达 。 这 些 结果 表明 ，miR-196a-5p 可 通过 直接 或 间接 调 
节 脂 肪 细胞 增殖 、 分 化 关键 调节 因子 来 调控 脂肪 细胞 的 增殖 与 分 化 。 

之 前 的 研究 表明 , miRNAs 可 通过 其 种 子 序列 与 衣 基 因 3'UTR 的 特异 性 位 点 
进行 互补 配 来 抑制 其 转录 ， 从 而 调控 复杂 的 生物 学 过 程 吗 。 为 了 深入 探 完 
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miR-196a-5p 调节 脂肪 细胞 分 化 的 分 子 机 制 ， 进 一 步 用 生物 信息 软件 TargetScan 
预测 了 miR-196a-5p 的 潜在 靶 基 因 。 如 图 5 Brzs, MAPKI Al MAP4K3 的 3'UTR 
含有 miR-196a-5p 种 子 序列 的 反 向 互补 序列 ， 在 3T3-L1 细胞 过 表达 或 抑制 
miR-196a-5p 可 显著 降低 或 促进 MAPKI 和 MAP4K3 的 mRNA 水 平 ， 表 明 
miR-196a-5p 可 负 向 调控 MAPKI All MAP4K3 的 表达 。 随 后 ， 双 荧光 实验 证 明 
MAPK] 和 MAP4K3 是 miR-196a-5p 的 直接 靶 基 因 。MAPK 家 族 在 前 脂肪 细胞 分 
化 过 程 中 扮演 着 重要 角色 B53。 最 近 ， 黄 等 17 发现 抑制 3T3-L1 前 脂肪 细胞 内 
MAPKI 的 表达 可 显著 促进 其 分 化 为 成 熟 脂肪 细胞 , miR-378a-3p 也 可 通过 直接 靶 
向 抑制 MAPKI 来 促进 脂 质 生成 , 通过 shRNA 干扰 3T3-L1 细胞 内 MAP4K3 表达 
可 显著 降低 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 为 脂肪 细胞 的 比例 。 结 合 之 前 的 双 荧 光 报 告 
基因 和 RT-PCR 实验 结果 ， 本 研究 证 明 miR-196a-5p 可 通过 靶 向 MAPKI 和 
MAP4K3 促进 3T3-L1 前 脂肪 细胞 分 化 为 成 熟 脂肪 细胞 。 
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